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报告摘要 
目的：GATA4 在心肌细胞发育过程中起关键作用。本课题组在先天性室间
隔缺损患者中发现了 GATA4 突变 p.S335X，该突变可导致 GATA4 C 末端缺失，
但其对心肌细胞的作用尚未明确。因此，本研究通过构建 p.S335X 突变过表达载
体，研究其对离体心肌细胞凋亡的影响和相关的分子机制。 
方法：以分子生物学手段构建GATA4野生型（WT）和 p.S335X突变型（MU）
过表达载体，转染 P19 和 H9C2 细胞。以 TUNEL、Western blot、qPCR 等手段
评价 GATA4 突变对心肌细胞凋亡的影响，并检测经典凋亡通路关键酶的磷酸化
水平和表达的变化。借助 qPCR array 技术检测 GATA4 突变导致的基因表达谱改
变。 
结果：本研究成功构建了 GATA4 WT 和 p.S335X MU 过表达载体。在 P19
细胞、正常和 TNF 诱导凋亡的 H9C2 细胞中，于空载体（EV）组相比，GATA4 
WT 可抑制细胞凋亡，该作用未在 GATA4 MU 组中观察到。在 MU 组中观察到
Caspase-9 和 Caspase-3 活化水平的增强；WT 可使抗凋亡蛋白 Bcl2 蛋白表达显
著增加，并下调促凋亡蛋白 Foxo3a、Bim 和 Bax 的蛋白表达，该作用在 MU 组
中被反转。上述结果提示 p.S335X 突变导致 GATA4 C 末端缺失后，可通过影响
经典凋亡途径，使 GATA4 的抗凋亡作用被废止。qPCR array 分析结果表明，在
H9C2 细胞中，与 WT 相比较，MU 组中 Il1a、Il1b、Mmp3 等基因表达显著上调，
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  4
Bcl2a1、Cdh5、Col3a1 等基因表达显著下调，提示 p.S335X 突变可引起一系列
基因表达改变，从而对心肌细胞的生物学特性产生影响。 
结论：本研究结果表明，在心肌细胞中，p.S335X 突变导致的 GATA4 C 末
端缺失，不仅通过作用于经典凋亡途径弱化 GATA4 的抗凋亡作用，同时对基因
表达谱产生影响。GATA4 C 末端在心肌细胞凋亡中具有重要作用，而 p.S335X
突变可能在心脏疾病中具有重要意义。 
 
 
 
 
关键词：GATA4，突变，p.S335X，心肌细胞，凋亡 
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Abstract 
Aim: GATA4 plays a key role in the development of cardiomyocytes. In patients 
with congenital ventricular septal defect, our group found p.S335X mutation of 
GATA4 which leads to deletion of GATA4 C-terminal. However, its effects on 
cardiomyocytes are still unclear. Hence, by construction of vector over-expressing 
p.S335X mutation, the present study was to study the effects and molecular 
mechanisms of p.S335X mutation on apoptosis in cardiomyocytes in vitro. 
Methods: Vectors over-expressing GATA4 wild-type (WT) and p.S335X 
mutation (MU) were constructed by using molecular biological methods, and were 
transfected to P19 and H9C2 cells. Approaches like TUNEL, Western blot and qPCR 
were employed to evaluate the effects of GATA mutation on apoptosis in 
cardiomyocytes, and to detect the phosphorylation and expression of key enzymes in 
classic apoptosis pathway. By using qPCR array, the changes in gene expression 
profile induced by GATA4 mutation were examined. 
Results: Vectors over-expressing GATA4 WT and p.S335X MU were 
successfully constructed in the present study. In P19 cells and normal or TNF-induced 
apoptotic H9C2 cells, compared to that in empty vector (EV) group, GATA4 WT 
inhibited apoptosis, that was not found in GATA MU group. Enhanced activation of 
Caspase-9 and Caspase-3 was observed in MU group, while WT significantly 
augmented the protein expression of anti-apoptotic protein Bcl2 and down-regulated 
the protein expression of pro-apoptotic proteins Foxo3a, Bim and Bax. Such effects 
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were reversed in MU group. These results suggested that p.S335X mutation leads to 
deletion of GATA4 C-terminal and thus abolished the anti-apoptotic effects of 
GATA4 through affecting classic apoptosis pathway. qPCR array analysis revealed 
that, in H9C2 cells, compared to that in WT, Il1a, Il1b and Mmp3 etc. were 
up-regulated and Bcl2a1, Cdh5, Col3a1 etc. were down-regulated, indicating that 
p.S335X mutation results in changes in expression of a series of genes, and 
subsequently affects the biological characteristics of cardiomyocytes. 
Conclusions: The present study demonstrated that, in cardiomyocytes, deletion 
of GATA4 C-terminal induced by p.S335X mutation not only weakens the 
anti-apoptotic effects of GATA4 through classic apoptosis pathway, and also affects 
the gene expression profile. C-terminal of GATA4 plays a crucial role in apoptosis of 
cardiomyocytes, while p.S335X mutation might be of important significance in 
cardiac diseases. 
 
 
 
Keywords: GATA4, mutation, p.S335X, cardiomyocytes, apoptosis 
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第一章    前言 
1.1 GATA4 与心肌细胞功能 
细胞凋亡参与维持内环境稳态，是一种由基因控制的细胞自主的有序的死亡
形式。凋亡对于发育有着一定的影响，无论在正常发育还是异常发育中，凋亡均
起到了重要的作用，其参与了减少细胞数目，消除异常细胞异常定位细胞，构造
组织，清除退化结构等，是不可或缺的机制[1]。以心脏正常发育为例，凋亡参
与了心房心室，胚胎流出道，心瓣膜，传导系统等发育过程[2-4]。因此，心脏发
育与其他组织器官一样，凋亡被多种基因信号调控，涉及了增长与凋亡的平衡协
作。当调控机制失衡时，凋亡异常增多，可导致心脏发育缺陷。 
GATA4 作为心脏核心转录因子，对于心脏正常转录网络有着关键的调控作
用[5, 6]，具有调控凋亡的能力[5, 7, 8]。研究表明在卵巢细胞中 GATA4 的表达
与凋亡呈负相关[9, 10]；在胚胎干细胞向心脏方面分化时细胞中 GATA4 会表达
增强，而 GATA4 缺失会导致细胞凋亡[5]；在成人心肌中，Kakita 等学者发现
calcineurin/NFAT/GATA4 通路可以通过 endothelin-1 防止心肌细胞凋亡[7]；腺病
毒介导过表达 GATA4 可降低心肌细胞凋亡的发生率，通过显性阴性突变来抑制
GATA4 与 DNA 结合活性可诱导细胞凋亡[11]。转基因小鼠的研究显示，GATA4
敲除小鼠会出现心肌细胞凋亡和心脏衰竭[8]。建立阿霉素诱导新生大鼠心肌细
胞（NRVC）凋亡模型，细胞中 Bcl2 转录产物和蛋白质含量降低；NRVC 和转
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基因小鼠的心脏中过表达 GATA4 可阻止 Bcl2 降低；同时在 NRVC 中过表达
GATA4 使 Bcl2 基线水平增加了 30%，在转基因的心脏中升高 2.7 倍，表明充足
的 GATA4 可以上调 Bcl2 基因的表达。NRVC 中 GATA4 敲除使 Bcl2 水平降低，
HEK 细胞中进行质粒 GATA4 转染可激活 Bcl2 启动子并 Bcl2 蛋白水平升高[12]。
转录因子 GATA4 是产后心肌细胞分化的存活因子和抗凋亡基因 Bcl-X 的上游激
活子。具有心脏毒性的抗肿瘤药物阿霉素可致 GATA4 损耗，进而导致心肌细胞
凋亡；阿霉素对 GATA4-null 等位基因杂合子小鼠有更敏感的心脏毒性。GATA4
从基因或药理学方面增强分别可以抑制心肌细胞凋亡和减弱药物心脏毒性[13]，
提示 GATA4 是一个抗凋亡因子，通过组织特殊转录因子进行存活/凋亡基因的调
节。对于该基因的研究是可用于有效的特异性调控细胞凋亡的疾病状态的潜力研
究。 
GATA4 参与了心脏形成[14, 15]，是心脏形态发生的必要条件。高表达的
GATA4 可以在心血管系统发育过程中特殊阶段的心房心室，内皮层以及大血管
中被检测到[16]，其主要参与了心内膜垫[17]，心瓣膜[18]，线性心管[19, 20]和
腹心管[21]的形成。GATA4 突变可导致心脏发育缺陷[22-28]。在小鼠中，GATA4
突变杂合子与房室缺损（atrial/ventricular septal defect, A/VSD），心内膜垫缺损
（endocardial cushion defect, ECD）有着一定的相关性[23]。GATA4 的胚系突变
可导致家族遗传型房缺、室缺[22, 24-27]和肺动脉狭窄[28]。随着研究的不断深
入，在 CHD 缺损病人中 GATA4 的多种突变被发现，如 K319E[29]，E359del[30]，
S105A[31]，M310V[32, 33]，G296S[34]以及 p.S335X[35]等,但其中的具体机制尚
待研究。 
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1.2 GATA4 p.S335X 突变 
本课题组率先在先天性心脏病室间隔缺损（VSD）病人中发现了 GATA4 突
变 p.S335X，此突变是发生于 cDNA 序列 1004 处碱基胞嘧啶突变为腺嘌呤，使
终止密码子提前出现，发生 GATA4 蛋白末端截短，并不彻底阻断 GATA4 蛋白
的功能[36]。结合既往研究我们得知，GATA-4 具有七个外显子[37]，两个锌指
区域[38]，DNA 识别绑定区[16]等组成。其中两个锌指区是重要的功能区域[16]，
根据锌指区域位置的不同，可分为 C 末端锌指区与 N 末端锌指区，两者具有相
似的功能却不完全相同：C 末端锌指区及邻近区域可识别 DNA 并与 N 末端一起
进行核定位[39]，而 N 末端锌指区域没有单独识别 DNA 序列功能[40]。C 末端
DNA 识别区域在 GATA 基因家族中具有高度序列保守型[38, 41, 42]。GATA4 C
末端和 N 末端也是重要的功能组成部分，研究表明两个末端的完整性都与核定
位功能相关[14]。GATA4 N末端具有两个转录激活区域 aa1-74和 aa130-177[43]，
而 C 末端存在转录调节位点[37]，该调节位点可参与转录活性调节，但不单独进
行转录活性调节[14]。据此我们已证实突变 p.S335X 所产生截断的 GATA4 蛋白
和 DNA 的结合力减弱，但核定位功能正常，推测其可能影响相关转录活性正常
水平但不完全终止，进而使细胞内抗凋亡与凋亡调控失衡，产生细胞凋亡，从而
导致先天性间隔缺损的形成。 厦
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1.3 研究工作与意义 
基于上述研究进展，结合本课题组已有研究成果，本人在博士后阶段主要开
展以下工作： 
(1) GATA4 WT 和 p.S335X MU 载体构建和验证：通过构建 GATA4 WT 和
p.S335X MU 过表达载体，为 p.S335X MU 的功能研究提供工具； 
(2) 分别在 P19 细胞和 H9C2 细胞中研究 p.S335X MU 对细胞凋亡的影响及
其机制：比较 GATA4 WT 和 MU 对 P19 细胞、对正常和 TNF 刺激诱导凋亡的
H9C2 细胞凋亡的影响，和对经典凋亡相关通路的作用； 
(3) 考察 GATA4 C 末端缺失对 H9C2 细胞基因表达的调控：通过比较
GATA4 WT 和 MU 对 H9C2 细胞基因表达谱的影响，为未来的研究提供参照。 
通过上述研究，本研究在离体心肌细胞模型中证明 GATA4 WT 的抗凋亡作
用及 p.S335X 突变对该作用的影响，并初步阐明所涉及的的经典凋亡通路的分子
机制，同时获得 p.S335X 突变所影响的基因表达谱，获得更多 GATA4 在心肌细
胞凋亡中作用的信息。 
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